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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
อุปกรณ  

 
1. วัสดุและอุปกรณ 

 
1.1 กุหลาบพันธุ Dallas สีแดง  
1.2 กรรไกรตัดแตงกิ่ง 
1.3 ขวดสําหรับปกแจกันกวาง 8 เซนติเมตร สูง 16 เซนติเมตร 
1.4 กระดาษกราฟ 
1.5 โกรงบด 
1.6 ตูเย็น 
1.7 กระดาษกรอง 
1.8 กระดาษกรอง Whatman No. 1 
1.9 กระดาษปรูพ 
1.10 กลองกระดาษ 
1.11 เครื่องแกว ไดแก 

- บีกเกอร (beaker) 
- ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) 
- ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
- กระบอกตวง (cylinder)  
- กรวยกรอง (filtering glass funnel) 
- แทงแกวสําหรบัคนสาร (stirrer) 
- จานอาหารเลี้ยงเช้ือ (plate) 

1.12 เครื่องชั่งละเอียดแบบทศนิยม 2 ตําแหนง รุน BA 3100P ของบริษัท Sartorius 
และแบบทศนยิม 4 ตําแหนงรุน AB54 ของบริษัท Mettler Toledo 

1.13 เครื่องวัดสี (chromameter) รุน CR-300 ของบริษัท Minolta หวัวดัขนาด
เสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร ซ่ึงวัดสีออกมาเปนคา L* , a* , b* โดยมีรายละเอียดดังนี ้

L* แสดงความสวางเมื่อมีคาใกล 100 และแสดงความมืดเมื่อมีคาใกล 0 
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a* ถามีคาเปนบวกแสดงวามีสีคอนไปทางสีแดง และถามีคาเปนลบแสดงวามี
สีคอนไปทางสีเขียว 

b* ถามีคาเปนบวกแสดงวามีสีคอนไปทางสีเหลือง และถามีคาเปนลบแสดง
วามีสีคอนไปทางสีน้ําเงิน  

ทั้งนี้คา a* และ b* มีคาอยูระหวาง -60 ถึง +60 
1.14 แผนเทียบสี ของบริษัท Minolta 
1.15 เครื่องวัดการดดูกลืนแสง (spectrometer) รุน Spectronic +20 ของบริษัท Bausch 

and Lomb 
 

2. สารเคมีและวธีิการเตรียม 
 

2.1 สารละลายเคมีที่ใชในการเพิม่สารอาหารใหดอกไม (Pulsing) มี 4 สูตร ชนิดของ
สารและวิธีการเตรียมในแตละสูตรมีดังนี ้

  
 2.1.1 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ ลิตร และกรดซิตริก 30 

มก/ลิตร เตรยีมโดยการชั่ง น้ําตาลซูโครส 100 กรัม AgNO3 0.150 กรัม และกรดซิตริก 0.03 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตรโดยใชน้ํากล่ัน 

  
 2.1.2  น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร 

และกรดซิตริก 30 มก/ลิตร เตรียมโดยการชั่ง AgNO3 0.150 กรัม 8-HQS 0.40 กรัม ละลายในน้ํากลัน่ 
ปรับปริมาตรใหได 500 มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลั่น และชั่งน้ําตาลซูโครส 100 กรัม และกรดซิตริก 
0.03 กรัม ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหได 500 มิลลิลิตร โดยใชน้ํากล่ัน แลวนํามาผสมกัน 
ไดสารละลายที่มีความเขมขนที่ตองการในปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 
2.1.3 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต 8-HQS 200 มก/ลิตร และ CoCl2 260 มก/ลิตร 

เตรียมโดยการชั่งน้ําตาลซูโครส 100 กรัม 8-HQS 0.2 กรัม และ CoCl2 0.26 กรัม ละลายในน้ํากลัน่
และปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตรโดยใชน้ํากลั่น 
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2.1.4 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต Al2(SO4)3 150 มก/ลิตร และกรดซิตริก 30 
มก/ลิตร เตรียมโดยการชั่งน้าํตาลซูโครส 100 กรัม Al2(SO4)3 0.15 กรัม และกรดซิตริก 0.03 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตรโดยใชน้ํากล่ัน 

 
2.2 สารเคมีที่ใชในการปกแจกนั (Holding) มี 4 สูตร ชนดิของสารและวิธีการเตรียม

ในแตละสูตรมีดังนี ้
2.2.1 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 มก/ลิตร 

เตรียมโดยการชั่งน้ําตาลซูโครส 50 กรัม CaCl2 4 กรัม และ 8-HQS 0.2 กรัม ละลายในน้ํากลั่นและ
ปรับปริมาตรใหได 1,000 มลิลิลิตรโดยใชน้ํากลั่น 

 
2.2.2 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต AgNO3 50 มก/ลิตร และ8-HQS 200 มก/ลิตร 

เตรียมโดยการชั่งน้ําตาลซูโครส 50 กรัม AgNO3 0.05 กรัม และ 8-HQS 0.2 กรัมละลายในน้ํากลั่นและ
ปรับปริมาตรใหได 1,000 มลิลิลิตร โดยใชน้ํากลั่น 

 
2.2.3 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต และ AgNO3 20 มก/ลิตร เตรียมโดยการชัง่

น้ําตาลซูโครส 50 กรัม และ AgNO3 0.02 กรัม ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร 
โดยใชน้ํากลั่น 

 
2.2.4 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต และ CoNO3 200 มก/ลิตร เตรียมโดยการชัง่

น้ําตาลซูโครส 50 กรัม และ CoNO3 0.2 กรัม ละลายในน้าํกลั่นและปรบัปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร 
โดยใชน้ํากลั่น 

 
2.3 สารเคมีที่ใชในการหาปริมาณแอนโธไซยานินและวิธีการเตรียม 

 กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1.5 นอรมอล เตรียมโดยใชกรดไฮโดรคลอริกปริมาตร 
62.107 มิลลิลิตร เติมลงในน้าํกลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 500 มิลลิลิตร 

 เอทธาโนลิกไฮโดรคลอริก (เอทธานอล : กรดไฮโดรคลอริก) ใชเอทธานอล 95 
เปอรเซ็นต กรดไฮโดรคลอริก 1.5 นอรมอล ผสมกันในอตัราสวน 85 : 15 แลวเก็บในขวดสีชา 
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2.4 สารละลายเคมีที่ใชในการหาคลอโรฟลลและวิธีการเตรียม 
 สารละลายอะซิโตน ความเขมขน 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยใชอะซิโตน 800 มิลลิลิตร 

ใสลงในขวดปรับปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตรโดยใชน้ํากลั่น 
 
3. วัสดุและอุปกรณในการศึกษาเนื้อเยื่อพืชตามวิธี Paraffin embedding  
  

3.1 วัสดุและอุปกรณ 
3.1.1 กานดอกกุหลาบตัดตามขวาง 3 สวน คือ บริเวณสวนโคนกานดอก บริเวณ

สวนกลางกานดอก และบริเวณสวนปลายกานดอก โดยแตละสวนตดัเปนทอนสั้นๆ ยาว 2-3 เซนตเิมตร 
3.1.2 ขวดแกวสําหรับเก็บตัวอยางพืช 
3.1.3 ขวดแกวสําหรับยอมสี (staining jar)  
3.1.4 แผนสไลดและกระจกปดสไลดขนาด 22×22 มิลลิเมตร 
3.1.5 เครื่องตัดชิ้นสวนพืชแบบลอหมุน (rotary microtome) 
3.1.6 ตะเกยีงแอลกอฮอล 
3.1.7 ตูควบคุมอุณหภูมิ (hot air oven) 
3.1.8 เครื่องอุนแผนสไลด (slide warmer) 
3.1.9 กลองจุลทรรศนติดตั้งกลองถายภาพ 
3.1.10 วัสดุอ่ืนๆ ไดแก พูกัน มดีผาตัด และเข็มเขีย่ 

3.2 สารเคมี 
3.2.1 absolute alcohol 
3.2.2 Delafield’ s hematoxylin 
3.2.3 น้ํากลั่น 
3.2.4 formalin 
3.2.5 glacial acetic acid 
3.2.6 liquid paraffin 
3.2.7 paraffin 
3.2.8 permount 
3.2.9 tertiary butyl alcohol 
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วิธีการทดลอง  
 

การทดลองที่ 1  ผลของสารเคมีสําหรับการทําพัลซ่ิงตอคณุภาพกุหลาบตัดดอก 
 

วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) มี 5 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า 
โดยแตละซ้ําใชกุหลาบพันธุ Dallas สีแดง จํานวน 10 ดอก แบงออกเปน 5 กรรมวิธี ดังนี ้

 
กรรมวิธีที่ 1 น้ํากลั่น (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีที่ 2 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร และกรดซิตริก 

30 มก/ลิตร  
กรรมวิธีที่ 3 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 

มก/ลิตร และกรดซิตริก 30 มก/ลิตร  
กรรมวิธีที่ 4 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต 8-HQS 200 มก/ลิตร และ CoCl2 

260 มก/ลิตร 
กรรมวิธีที่ 5 น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต Al2(SO4)3 150 มก/ลิตร และกรดซิตริก 

30 มก/ลิตร 
 

วิธีการทดลอง 
1. นํากุหลาบพนัธุ Dallas จากสวนหลังมหาวิทยาลัยแมโจ อําเภอสันทราย 

จังหวดัเชยีงใหม โดยคัดขนาด คุณภาพ และระยะการพฒันาของดอกใหใกลเคียงและสม่ําเสมอกัน  
2. ปลิดใบลางออกใหเหลือไวระดับเหนือน้ํายาเคมีที่ใชแช และตัดโคนกานดอก

ออก 2-3 เซนติเมตร โดยตัดเฉียง 45 องศา แลวแชกานดอกลงในน้ํายาเคมีตามกรรมวิธีตางๆ ที่
เตรียมไวขางตน ปกไวในขวดสําหรับปกแจกันกวาง 8 เซนติเมตร และสูง 16 เซนติเมตรเปนเวลา 12 
ช่ัวโมง 

3. เมื่อครบ 12 ช่ัวโมง นํากุหลาบพันธุ Dallas ที่ผานการทําพลัซ่ิงแลวไปปกแจกนั
ในน้ํากลั่นที่อุณหภูมิหอง 

4.  บันทึกผลเกี่ยวกับคุณภาพและอายุการปกแจกัน 
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การบันทึกผลการทดลอง 
 

1. อายุการปกแจกัน 
 บันทึกอายุการปกแจกันโดยนับวันที่เร่ิมปกแจกันในกรรมวิธีตางๆ จนถึงวันที่เกิด

การโคงงอของคอดอกและ/หรือการเหีย่วของดอกมากกวา 50 เปอรเซ็นต มีหนวยเปนวัน 
 
2. อัตราการดูดน้าํ 
 บันทึกอัตราการดูดน้ําของกหุลาบระหวางการปกแจกัน โดยวัดปริมาณน้ําที่ดอก

กุหลาบดูดไปใชแตละวันตอดอก มีหนวยเปน มล/ดอก/วัน 
 
3. น้ําหนกัสดของกุหลาบ 
 บันทึกน้ําหนักสดของกุหลาบตั้งแตเร่ิมปกแจกนัจนกระทั่งหมดอายกุารปกแจกนั

โดยใหน้ําหนกัสดของดอกกุหลาบเริ่มตน ในแตละกรรมวิธีเทากับ 100 เปอรเซ็นต แลวคํานวณหา
เปอรเซ็นตน้ําหนักสดโดย 

 
 เปอรเซ็นตน้ําหนักสด = น้ําหนักดอกหลังปกแจกัน x 100 
                                                  น้ําหนกัดอกกอนปกแจกนั 
 
4. สีของใบและกลีบดอกกุหลาบ  

 วัดสีของใบและกลีบดอกกุหลาบ โดยใชเครื่องวัดสี Chromameter โดยสุม
ตัวอยางกลีบดอกจํานวน 15 กลีบ บันทกึคาในระบบ CIELAB (L* ,a* ,b*) แลวคํานวณหาคา 
Chroma และ hue angle จากสมการดังนี ้

 
  Chroma  =  (a* + b*)1/2

 
 Hue angle =  arctangent (a*) 
                                          b*  
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5. การหาปริมาณแอนโธไซยานนิของกลีบดอกกุหลาบ  
 นํากลีบดอกกหุลาบพันธุ Dallas สีแดงจํานวน 0.5 กรัมมาหั่นใหละเอยีด จากนัน้

เติม ethanolic HCl ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวในไปเก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
คืน เมื่อครบ 1 คืนแลวนํามากรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 แลวปรับปริมาตรดวย 
ethanolic HCl ใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนํามาวัดคาการดดูกลืนแสง (OD) ที่ความยาว
คล่ืน 535 นาโนเมตร โดยใชสารละลาย ethanolic HCl เปน Blank แลวนําคา OD ที่ไดไปแทนคาใน
สูตรหาปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมด มีหนวยเปน มิลลิกรัม/100 กรัม น้ําหนักสด โดยสูตรที่ใชใน
การคํานวณมดีังตอไปนี ้

 
Total absorbance = OD 535 x V x 100
                                   W 
 
Total anthocyanin content = Total absorbance
                                                        98.2 

 
โดยที่     V   =  ปริมาตรของสารละลายที่นํามาหาปริมาณแอนโธไซยานนิ 
  W   =  น้ําหนกัของกลีบดอกกุหลาบที่นํามาปริมาณแอนโธไซยานิน 

OD =  คาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครือ่งสเปคโตรนิค +20 ตามความยาว 
                                             คล่ืนที่กําหนด   

 
6. การหาปริมาณคลอโรฟลลของใบกุหลาบ  

นําใบกหุลาบพนัธุ Dallas สีแดงจํานวน 1 กรัม  มาบดในโกรงบด ขณะบดเตมิอะซีโตน 
80 เปอรเซ็นตลงไปเล็กนอย จากนั้นบดจนละเอียด แลวนํามากรองผานกระดาษกรอง Whatman No. 1 
จากนัน้นาํไปปรับปริมาตรดวยอะซีโตนใหไดปริมาตร 20 มิลลิลิตรโดยใชกระบอกตวง นําสารละลาย
ที่กรองไดแลวไปวัดคาการดดูกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น 645 และ 663 นาโนเมตร บันทึกคาที่
ไดแลวนําไปคาํนวณตามสูตร มีหนวยเปน มิลลิกรัม /100 กรัม น้ําหนักสด โดยสูตรที่ใชในการ
คํานวณมีดังตอไปนี ้
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      Chlorophyll a  =  [12.7 (OD 663) - 2.69 (OD 645] x            V 
            1,000 x W 
 
      Chlorophyll b  =  [22.9 (OD 645) - 4.68 (OD 663] x            V 
             1,000 x W 
 
  
      Total Chlorophyll  =  [20.2 (OD 645) - 8.02 (OD 663] x           V 
                   1,000 x W 
 
โดยที่     V   =  ปริมาตรของสารละลายที่นํามาหาปริมาณแอนโธไซยานนิ 
  W   =  น้ําหนกัของกลีบดอกกุหลาบที่นํามาหาปริมาณแอนโธไซยานนิ 

OD =  คาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครือ่งสเปคโตรนิค +20 ตามความยาว 
           คล่ืนที่กําหนด  

 
7. การบานของดอก บันทึกการบานของดอกโดยการใหคะแนนดังนี ้

0  =  ดอกบาน 0-25 เปอรเซ็นต 
1  =  ดอกบาน 26-50 เปอรเซ็นต 
3  =  ดอกบาน 51-75 เปอรเซ็นต 
5  =  ดอกบาน 76-100 เปอรเซ็นต 

 
8. การโคงงอของคอดอก บันทกึการโคงงอของคอดอก โดยการใหคะแนนดังนี ้

0  =  คอดอกโคงงอ 0-25 เปอรเซ็นต 
1  =  คอดอกโคงงอ 26-50 เปอรเซ็นต 
3  =  คอดอกโคงงอ 51-75 เปอรเซ็นต 
5  =  คอดอกโคงงอ 76-100 เปอรเซ็นต 
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9. ความเหีย่วของดอก บันทึกความเหีย่วของดอก โดยการใหคะแนนดังนี ้
0  =  ดอกสดมาก  
1  =  ดอกเหีย่วเล็กนอย  
3  =  ดอกเหีย่วปานกลาง  
5  =  ดอกเหีย่วมาก  

 
10. ความเหีย่วของใบ บันทึกความเหี่ยวของใบ โดยการใหคะแนนดังนี ้

0  =  ใบไมเหลือง และไมเหีย่ว  
1  =  ใบเหลือง และเหีย่วเล็กนอย  
3  =  ใบเหลือง และเหีย่วปานกลาง  
5  =  ใบเหลือง และเหีย่วมาก  

 
11. สีน้ําเงินปนมวง (blueing) บันทึกการเกิดสนี้ําเงินปนมวงบนกลีบดอก โดยการ

ใหคะแนนดังนี้ 
0  =   กลีบดอกไมการเปลี่ยนสี  
1  =  กลีบดอกเปลี่ยนสีเล็กนอย  
3  =  กลีบดอกเปลี่ยนสีปานกลาง  
5  =  กลีบดอกเปลี่ยนสีมาก  
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การทดลองที่ 2  ผลของสารเคมีสําหรับการปกแจกันตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพกุหลาบตัด
ดอก 

 
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) มี 5 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า 

โดยแตละซ้ําใชกุหลาบพันธุ Dallas สีแดง จํานวน 10 ดอก แบงออกเปน 5 กรรมวิธี ดังนี ้
 

กรรมวิธีที่ 1 น้ํากลั่น (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีที่ 2 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 

200 มก/ลิตร 
กรรมวิธีที่ 3 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต AgNO3 50 มก/ลิตร และ 8-HQS 200 

มก/ลิตร 
กรรมวิธีที่ 4 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต และAgNO3 20 มก/ลิตร 
กรรมวิธีที่ 5 น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต และ CoNO3 200 มก/ลิตร 

 
วิธีการทดลอง 
1. นํากุหลาบพนัธุ Dallas มาคัดขนาดและคณุภาพใหใกลเคียงกัน 
2. ปลิดใบลางออกใหเหลือไวระดับเหนือสารเคมีที่ใชแช และตัดโคนกานดอก

ออก 2-3 เซนติเมตร โดยตัดเฉียง 45 องศา แลวแชกานดอกลงในน้ํายาเคมีตามกรรมวิธีตางๆ ที่
เตรียมไวขางตน โดยแชในขวดสําหรับปกแจกนักวาง 8 เซนติเมตร และสูง 16 เซนติเมตรตลอดอายุ
การปกแจกัน 

3. บันทึกผลเกี่ยวกับคุณภาพและอายุการปกแจกันเชนเดยีวกับการทดลองที่ 1 
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การทดลองที่ 3 ผลของอุณหภูมิรวมกับสารเคมีสําหรับปกแจกันตอคุณภาพกุหลาบตดัดอก 
 

วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) มี 5 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 3 ซํ้า 
โดยแตละซ้ําใชกุหลาบพันธุ Dallas จํานวน 10 ดอก 

 
นําสูตรสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดในการทดลองที่ 1 คือกรรมวิธีที่ 3 ที่ประกอบดวย 

น้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร และกรดซติริก 30 มก/ลิตร 
มาทําพัลซ่ิงกุหลาบพันธุ Dallas สีแดง แลวนํามาเก็บรักษาที่อุณหภมูิ 2 หรือ 5 องศาเซลเซียส 
หลังจากนัน้นาํมาปกแจกันโดยใชสูตรสารละลายเคมีที่ใหผลดีที่สุดของการทดลองที่ 2 คือกรรมวธีิ
ที่ 2 ซ่ึงประกอบดวย น้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 มก/ลิตร 
แบงออกเปน 4 กรรมวิธี ดังนี้ 

 
กรรมวิธีที่ 1  ทําพัลซ่ิงแลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้นําไป

ปกแจกันในน้าํกลั่น 
กรรมวิธีที่ 2  ทําพัลซ่ิงแลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้นําไป

ปกแจกันใน สารเคมี 
กรรมวิธีที่ 3   ทําพัลซ่ิงแลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้นําไป 

ปกแจกันในน้าํกลั่น 
กรรมวิธีที่ 4   ทําพัลซ่ิงแลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้นําไป

ปกแจกันในสารเคมี 
 

วิธีการทดลอง 
1. นํากุหลาบพนัธุ Dallas สีแดง มาคัดขนาดและคุณภาพใหใกลเคยีงกัน 
2.  ปลิดใบลางออกใหเหลือไวระดับเหนือสารเคมีที่ใชแช และตัดโคนกานดอก

ออก 2-3 เซนติเมตร โดยตดัเฉียง 45 องศา แลวแชกานดอกลงในสารละลายที่ประกอบไป
ดวยน้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร และกรดซิตริก 
30 มก/ลิตร โดยปกไวในขวดสําหรับปกแจกันกวาง 8 เซนติเมตร และสูง 16 เซนติเมตรเปน
เวลา 12 ช่ัวโมง 
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3.  นํากุหลาบพันธุ Dallas มาหอดวยกระดาษปรูพแลวบรรจุลงในกลองกระดาษ
ที่มีรูระบายอากาศและบรรจตุัวดูดซับเอทธลีินลงไปในกลอง จากนัน้นําไปเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 
2 หรือ 5 องศาเซลเซียส 

4. นํากุหลาบพนัธุ Dallas ที่เกบ็รักษาเปนเวลา 3, 6, 9 และ 12 วัน มาตัดโคน
กานดอกออก 2-3 เซนติเมตร แลวนํามาแชในสารละลายที่ประกอบดวย น้ําตาลซูโครส 5 
เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 มก/ลิตร โดยปกไวในขวดสําหรับปก
แจกนักวาง 8 เซนติเมตร และสูง 16 เซนติเมตร จนหมดอายุการปกแจกนั 

5. บันทึกการทดลองเชนเดียวกบัการทดลองที่ 1 และ 2 
 
การทดลองที่ 4  ผลของสารเคมีตอปริมาณเชื้อจุลินทรียในน้ําปกแจกัน 

 
วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) มี 4 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีมี 2 ซํ้า 

โดยหาปริมาณจุลินทรียในกรรมวิธีตางๆ ดังนี้  
 

กรรมวิธีที่ 1 น้ํากลั่น (ชุดควบคุม) 
กรรมวิธีที่ 2 ทําพัลซ่ิงในสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาล

ซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร และกรดซิตริก 
30 มก/ลิตร เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนัน้นําไปปกแจกันในน้ํากลั่น  

กรรมวิธีที่ 3 ปกแจกันในสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาล
ซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 มก/ลิตร  

กรรมวิธีที่ 4 ทําพัลซ่ิงในสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาล
ซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร และกรดซิตริก 
30 มก/ลิตร เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปกแจกนัในสารเคมีทีใ่หผลดี
ที่สุดจากการทดลองที่ 2 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 

0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 มก/ลิตร  
  

โดยทําการหาปริมาณเชื้อจุลินทรียพรอมกนัทุกกรรมวิธีในวนัที่ชุดควบคุมหมด 
อายุการปกแจกัน ซ่ึงมีวิธีการทดลองดังตอไปนี ้

1. เตรยีมอาหารโดยการนํา nutrient Agar ซ่ึงประกอบดวย gelatin peptone 5 กรัม 
beef extract 3 กรัม และ bacteroilogical agar 15 กรัม มาผสมกับน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร 
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จากนั้นคนใหเขากันและทิ้งไวจนกระทั่งเปนเนื้อเดยีวกัน จากนัน้คอยๆ ใหความรอนจนเดือดเปน
เวลา 1-2 นาทีหรือจนกระทั่งสารละลายอิ่มตัว นํามาแบงใสขวดและทําการฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที 

2. นําน้ําทีใ่ชในการปกแจกนัในแตละกรรมวิธีมาเจือจางดวยน้ํากล่ัน จนไดความ
เขมขนตั้งแต 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 และ 10-5

3. ดูดตัวอยางแตละความเขมขนมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในจานอาหารเลี้ยงเชือ้ 
4. เทอาหาร plate count agar ที่หลอมเหลวแลว ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

ประมาณ 10-15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวทิ้งไวจนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว 
5. นําไปบมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
6. นับจํานวนโคโลนีในจานอาหารเลีย้งเชือ้ที่มจีํานวนอยูระหวาง 30-300 โคโลนี 

แลวนํามาคํานวณหาจํานวนเชื้อจุลินทรียทัง้หมดตอปริมาณน้ําปกแจกนั 1 มิลลิลิตร โดยสูตรที่ใชใน
การคํานวณ คอื 

 
จํานวนเชื้อจุลินทรียทั้งหมดในน้ําปกแจกนั =                    จํานวนโคโลนีที่นับได 

                                                               ระดับความเขมขนของน้ําที่ใชในการปกแจกนั 
 
การทดลองที่ 5 การศึกษาลักษณะเนื้อเยื่อทอลําเลียงน้ําภายในกานดอกกหุลาบ 
 

การเปรียบเทียบลักษณะเนื้อเยื่อทอลําเลียงน้ําภายในกานดอกกุหลาบในกรรมวิธี
ควบคุม (น้ํากลั่น) และกรรมวิธีที่ใชสารเคมีโดยทําการพลัซ่ิงดวยสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลอง
ที่ 1 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาลซูโครส 10 เปอรเซ็นต AgNO3 150 มก/ลิตร 8-HQS 400 มก/ลิตร และ
กรดซิตริก 30 มก/ลิตร เปนเวลา 12 ช่ัวโมงหลังจากนัน้นํามาปกแจกันในสารเคมีที่ใหผลดีที่สุดจาก
การทดลองที่ 2 ซ่ึงประกอบดวยน้ําตาลซูโครส 5 เปอรเซ็นต CaCl2 0.4 เปอรเซ็นต และ 8-HQS 200 
มก/ลิตร โดยเปรียบเทียบกับกอนทําการปกแจกัน โดยนํากานดอกมาศึกษาลักษณะเนื้อเยื่อทอลําเลียง
น้ําในวันที่ชุดควบคุมหมดอายุการปกแจกนั โดยศึกษาลักษณะเนื้อเยือ่ทอลําเลียงน้ํา 3 สวน คือ 
บริเวณสวนโคนกานดอก บริเวณสวนกลางกานดอก และบริเวณสวนปลายกานดอกหรือคอดอก 
ตามวิธีการทําสไลดถาวรเนือ้เยื่อพืชโดยการฝงพาราฟน (paraffin embedding method) ตามเทคนคิ
ของ Johansen (1940) ซ่ึงมีขั้นตอนดังตอไปนี้ 
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1. การรักษาสภาพเซลล 
 

นําช้ินสวนของพืชใสในน้ํายารักษาสภาพของเซลล (fixative) เพื่อฆาเซลลและรักษา
สภาพเซลล และเก็บรักษาเนื้อเยื่อไวในสภาพที่ใกลเคียงเซลลปกติ 

น้ํายาที่ใชในขัน้ตอน fixative คือน้ํายา FAA หรือ Formalin-Acetic acid Alcohol 
ซ่ึงมีสวนผสมดังตอไปนี ้

50 % หรือ 70 % ethyl alcohol 90 มิลลิลิตร 
glacial acetic acid 5 มิลลิลิตร 
formalin 5 มิลลิลิตร 
หรือ 
95 % ethyl alcohol 50 มิลลิลิตร 
glacial acetic acid 5 มิลลิลิตร 
formalin 10 มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น 35 มิลลิลิตร 

 
แชเนื้อเยื่อไวนานประมาณ 18-24 ช่ัวโมง หรือนานกวานี้ 

 
2. การดึงน้าํออกจากเซลล (dehydration) 
 

นําเนื้อเยื่อจากขอ 1 มาผานน้ํายาดึงน้ําออกจากเซลลตามขั้นตอนโดยที่แตละขั้นตอนเปน
น้ํายาที่มีความเขมขนของ alcohol เพิ่มจาก 50% เปน 100% 
 

เตรียมน้ํายา dehydration สําหรับแตละขั้นตอนตามสูตรดังนี ้
ขั้นตอน 50% 70% 85% 95% 100%       (alcohol) 
น้ํากลั่น 50 30 15 - - 
95 % ethyl alcohol 40 50 50 45 - 
TBA 10 20 35 55 75 
absolute alcohol - - - - 25 
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เมื่อผานน้ํายาในขั้นตอนที่ 5 แลว น้ําเนื้อเยือ่ไปผาน TBA (100%) อีก 3 คร้ัง กอน
น้ําเนื้อเยื่อที่ผานการดึงน้ําออกหมดแลวไปสูขั้นตอนถัดไป 

 
3. การแทนที่ alcohol ดวย paraffin (Infiltration) 

 
นําเนื้อเยื่อจากขั้นตอนที่ 2 ไปผาน TBA + liquid paraffin ในอัตราสวน 1 : 1 นําไป

ไวในตูอบที่อุณหภูมิ 58-60 องศาเซลเซียส โดยเริ่มอบจากพาราฟนเกรดต่ําแลวเปลี่ยนเปนพาราฟน
เกรดสูงตามลําดับ โดยในการเปลี่ยนครั้งสุดทายนั้นใชพาราฟนบริสุทธิ์ซ่ึงมีช่ือการคาคือ Paraplast 
ทิ้งเนื้อเยื่อไวในตูอบนาน 1 สัปดาหเปนอยางต่ํากอนทีจ่ะดําเนินการในขั้นตอนตอไป 
 

 
4. การฝงชิ้นสวนในพาราฟน (embedding) 
 

นําเนื้อเยื่อจากขอ 3 มาฝงในพาราฟนทีห่ลอมไวในแมพมิพกอนทีพ่าราฟนจะแข็งตวั
พรอมกับจัดตาํแหนงของเนือ้เยื่อใหอยูในระนาบที่สามารถนําไปตัดไดตามวัตถุประสงคพรอมทั้งไล
ฟองอากาศที่อยูบริเวณชิ้นสวนเนื้อเยื่อออกใหหมดแลวปลอยใหพาราฟนแข็งตวั  

 
5. การตัดชิ้นสวนเนื้อเยื่อ (Sectioning)  

 
ตัดเนื้อเยื่อดวยไมโครโตมชนิดลอหมุนใหเนื้อเยื่อมีความหนา 10-15 ไมครอน โดย

การนําเนื้อเยื่อในพาราฟนจากขอ 4 ไปติดกับแทงไมส่ีเหล่ียมที่มีขนาด 1.5 x1.5x1.5 ลบ.ซม.ไปใส
บนเครื่องตัดแลวดัดเนื้อเยื่อโดยใชมือหมุนใหไดแผน ribbon ในลักษณะตรง และมีความยาวตอเนื่อง
ไมฉีกขาด เลือกเอาบริเวณทีต่องการไปวางบนแผนสไลดที่สะอาด 

 
6. การยึดแผน ribbon กับแผนสไลด (Mounting) 

 
ยึด ribbon ใหติดกับแผนสไลดโดยใชน้ํายายึดทีเ่ตรียมโดยการตีไขขาวจนขน ตัก

เอาฟองอากาศออกใหหมด นําไขขาวมาผสมกับน้ําในอตัราสวน 1 : 50 แลวผสมสารละลายดังกลาว 
100 มิลลิลิตรกับ sodium benzoate 0.5-1 กรัม หยดน้ํายายึดลงบนแผนสไลดที่วางบนแผนใหความ
รอนที่มีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พอน้ํายาแหงหมาดๆ นําแผน ribbon ที่แบงเปนชิ้นส้ันๆ นํามา
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วางลงไปโดยเรียงตามลําดับของ ribbon จากนั้นทิ้งไวใหแหงประมาณ 24 ช่ัวโมง หรือประมาณ 2-3 
วันจึงนําแผนสไลดไปผานขั้นตอนของการยอมสีเนื้อเยือ่   
 
7. การยอมสีเนื้อเยื่อ 

 
ยอมสีเนื้อเยื่อในสารละลายส ีDalafield’ s hematoxylin โดยการนาํสไลดที่ติด ribbon 

แลวไปละลายเอาพาราฟนออกในไซลีน จากนั้นจึงนําไปยอมสีโดยผานไปตามขั้นตอน จากนั้นจงึ
ปดเนื้อเยื่อดวยแผนปดสไลด  
 
8. การปดแผนปดสไลด 

 
ปดแผนสไลดโดยใช Canada balsam เปนตัวเชื่อม หยดสารตัวเชื่อมบนแผนสไลด 1-2 

หยด วางแผนปดสไลดลงไป ไลฟองอากาศดวยเข็มเขี่ย นําไปวางไวในที่ที่ปราศจากฝุน หรือเก็บใน
ตูอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ทิ้งไวจนแหงสนิท แลวนําไปเก็บไวในกลองเก็บสไลดเพื่อรอการตรวจ
เนื้อเยื่อ 
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สถานที่ท่ีทําการทดลอง 
หองปฏิบัติการหลังการเก็บเกี่ยวพืชสวน และหองปฏิบัติการภาควิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
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